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論 文 内 容 要 旨
序論
サケ科サケ属の一種サクラマス(0ηoo〃加 σ伽 脚50〃αyoのは、食味に優れてお り、目本の食文化の
















マイ クロサテ ライ トDNAマ ーカー を、以下の3種 の方法で開発 した。
1)サ クラマ スDNAか らのマイ クロサテ ライ ト部位 の同定
サ クラマ スDNAの ゲ ノムライ ブラ リー を作成 しその中か らマイ クロサテ ライ ト領 域 を単離 し、21
種のプ ライマーセ ッ トが設計 した。21種のプライマーセ ッ トで増幅 を試みた ところ、全てのプ ライ マ
ーセ ッ トにお いて増幅が確認 できた。 これ らの うち、変異 が検 出され、ア リル型の識 別が可能である
2セ ッ トに0〃2α01および 伽 α02と名づけた。
2)サ ケ属 の他魚種 のマイ クロサテライ トプ ライマ ー の転 用
マ スノスケ、カラフ トマス、ベ ニサ ケで開発 され た5つ の既知 のプ ライマーセ ッ トを用いて、サ ク
ラマ スのマイク ロサテライ ト領域の増幅 を試 みた ところ、全 てのプライマー においてサ クラマスにお
いて増 幅が確認 された。 この うち、マス ノスケ のマイ クロサテ ライ ト領域 の一つ であ り、GAリ ピー
トを持 つ 伽520(AccessionNO.AYO42710)は、変異が検 出され、ア リル型 を明確 に識別す るこ とが可
能 であった
3)サ ケ属 他魚種 の遺伝子 のイ ン トロン領域 か らマイ クロサテ ライ ト領域 を探索 、同定
国際塩 基配列デー タベースに登録 されてい る0ηoor伽o肋3属魚種のイ ン トロン領域 中か らマイ ク
ロサテ ライ ト部位 を探索 した ところ、 シロサケ のsomatolactin遺伝子(AccessionNO.:DlO638)とニジマ
スのIgMheavychain遺伝子(AccessionNO.:X83372)のイ ン トロン部分 に、それぞれCTとTAを 単位 と
したマイ クロサテ ライ ト領域 が存在す るこ とが判明 したので、プ ライマー を設計 し増幅 を試みた とこ
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ろ、それぞれ変異が検 出 され ア リル型 を明確 に識別す ることが可能で あった。以 上の5マ ーカー座 の
プ ロフィール を表1-1に示す。
表1-1開発 されたマイク ロサテライ ト側Aマー カー のプロフィール
マーカー座 リ ピー ト
































遡上 した44個体のサンプル と新潟県荒川へ遡上した25個体を用いて多様性を評価 した。多様性の指
標 として、ア リル数(NA)、アリルのサイズ幅、ヘテp接 合度の期待{直(乃ε)と観察値伽)を求め咋。また、'
これ らのマーカーがハーディーワインベルグ平衡から逸脱 しているかを検定した。以上の結果を表1-2
に示す。
表1-2開発 されたマイク ロサテライ トD甑マーカーの変異量
マーカー座
採集地点 変異量の指標
















































ア リル数 は、6か ら24個までの範 囲を示 し、ヘテ ロ接合度の期待値(漉)は、0.630から0.958までの
範 囲を示 し、ヘテ ロ接合体率 の観察値伽)は0.636～0.920を示 した。ハーデ ィー ワイ ンベル グ平衡 か
らの逸脱 は、神 通川 の0脚01で のみ観察 され、それ以外 のマーカー座 で は逸脱 は観察 され なかった。
0脚01に 関 しては、荒川 の0〃2α01では逸脱が観察 されないこ とか ら、神通川集 団の構造 に起 因 して
いる と考 え られ 、マーカー座 に起因 してい るものではない と考 え られ る。
以上 の結果 か ら、本章 で開発 された5マ ーカー座 はサクラマス の集 団解析 を行 うのに有効 な変異量
がある と考 え られた。
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第二章 マイクロサテライトDNAマー カーの遺伝様式の検証と個体間距離の推定
マイクロサテライ トDNAマーカーは、高変異性であるためプライマーサイ トも変異 しやす く、低
感度マーカーに比べ塩基配列における特異性は必ず しも高い とはいえない。従って、目的 としないマ
イクロサテライ ト座が増幅 された り、目的とするマーカーアリルが増幅 されない可能性があるため、
マーカー座毎にそれらの遺伝様式の確認 を行 う必要がある。そこで、本章では、両親のアリル型が明
らかな2交 配区を用いて、第一章で開発 したマーカー座がメンデル遺伝するか否かを調べた。両親の
アリル型から予想 される仔魚 のアリル型頻度の期待値 と仔魚のアリル型頻度の観察値 を比較 し、-2
検定を行ったところ、メンデルの分離比からの逸脱は観察 されず、メンデル遺伝 していることが分か
った(表2-1)。
表2-1マイク ロサ テライ トDMマー カーの ア リル型 の遺 伝様 式
お よび メンデル式分 離 に関す る λ'2検定
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また、マーカー間に連鎖関係があるか否かを、2001年に富山県神通川へ遡上 した44個体のサンプ












図2-1同 胞 集 団内 に おけ る み8の 頻 度 分布 図
.2-2半同胞集 団 間(交配 区1-2間)における 月g∂の頻 度分布
そ して、2交 配 区の全個体間の1-P5αを求 め、UPGMへ法に よってク ラスター解析 を行 った ところ、
































図2-32交配 区(MA1と撚2)に属す る個体 の個 体間距離 に基づ くUPG撚デ ン ドログラム
このことから、5マーカー座を使って半同胞集団を識別できる可能性があると考えられる。
以上の2点 から、開発 した5マ ーカー座は、家系解析に有効 と考えられた。
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第三章 マイクロサテライトDNAマー カーによるサクラマスの遺伝的 多様性と
集団分化
富山県神通川(2001年、2002年)、新潟県魚野川 、荒川、三面川、北海道尻別川 、暑寒別川 、標津川、
岩 手県安家川(以上2001年)、宮城県気仙沼沖(2003年)の9水域(10標本集団)でそれぞれ17～48個体 を
採集 し、計333個体をサ ンプル として供 した。遺伝的多様性 ア リル数(NA)、ア リル リッチネ ス(AR)、
ヘ テロ接合度 の期待値伽)と観察値伽)、 ハーデ ィー ワイ ンベル グ平衡か らの逸脱 に関す る 、P-valueを
求 めた ところ、表3・1の結果 を示 した。
表3-1天然ザクラマス10標本集団の遺伝 的多様性
マー カー 座
神通川 神通川 三面川 魚野川 荒川 尻別川 標津jll暑寒別川 安家川 気仙沼沖
2002002
Sample4444


























































*印 は 、バ ー7イ ー ワ ー イペ ル 平 衡 、らの 逸 脱(5艶水 ま)示
各地点にお ける、ヘ テ ロ接合度の期待値 の平均値(Hε:5マーカー座)は気仙沼沖の0.824から荒川 の
0.874、ア リル リッチネスの平均値(5マーカー座)は安 家川の9.74から荒川 の11.72まで の値 を示 した。
荒川は、全てのマーカー座 においてハーデ ィー ワイ ンベル グ平衡 か らの逸脱が確認 されず、それ以外
の標本集 団で は、1～2マーカー座 でハーデ ィー ワイ ンベル グ平衡 か ら'の逸脱 が観察 され たが、全て の
マーカー座 で逸脱 してい る集 団は なかった。
マイ クロサテ ライ トDNAマ ーカーによるヘテ ロ接合度 の期待値 の平均値(飽:5マーカー座)は、絶















































CavalIi-sforzaの距 離 に よ る 網eighbor-Jointing(陶)













Cavalli-SfbrzaandEdwardsの遺 伝 距 離 を求 め、UPGMA法 とNJ法 とに よ って デ ン ドロ グ ラム を作成
した とこ ろ、 図3・1の 樹 形 を示 した 。
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異質性が観察 されなかった神通川の2001年度 と2002年度の標本群は、UPGMA法とNJ法で共にク
ラスターを形成 し、ブー トス トラップ値も極めて大きく、信頼性が高かったが、それ以外の地点では、
UPGMA法とNJ法で共通のクラスターはなく、また、クラスター間の肢長が長い とい う傾 向も観察 さ









サ クラマ スの半 同胞集 団にお いて、家系が推 定で きるか否かを調 べるために、半 同胞関係 にある2
交配区に属す る全ての個体に対 してAssignm㎞tTestを行 った ところ、交配区1に 属す る全45個 体、
交配区2に 属す る全40個 体が、それぞれの家 系に正 し く再配 置 され 、サ クラマスの家系判別 が可能で
あることがわかった。 これを利 用す れば、サ クラマ スの親魚お よび仔魚集 団の遺伝 的管理 に応用で き
ると考 えられ る。
次 に、野 生集 団 に対 す るAssig㎜entTestを試 み た。 初 めに、集 団間 の遺伝 的分化 が明確 なアユ
(Plecoglossusaltivelis)をモデルケース として個体 の識別 を試み 、Assig㎜entTestの有効性 について確認
す るこ ととした。アユ には、琵琶湖 に陸封 され た集 団 と両側回遊す る集 団が あ り、両者 は生殖隔離 し
てい ることが知 られてい る。標本群 として は、1998年に吉野川 の第十堰下流 域か ら採集 した両側 回遊
型アユ稚魚(A1)と勝浦川か ら採集 した両側 回遊型 アユ稚魚(A2)および、琵琶湖か ら採集 された1997年
の陸封型アユ種苗(L1)と1998年の陸封型アユ 種苗(L2)を利用 した。5マー カー座 によるAssig㎜entTest



































































































表4-3天 然 サ ク ラ マス のAssignmenttest結果
神通川 神通川 三面川 魚野川標本集 団























第一 節 遺 伝子型 発生 シミコ.レー ション法 の検討
プ ログラム言語Perlによって、遺伝子型発生シ ミュレーシ ョンを作成 した。アル ゴリズムは以下 の
通 りとす る。遺伝子座0〃2α01が、雄親ではP1∠P2、雌親 ではM1雌 だった仮 定す ると、子供 の遺伝
子座0襯01で は、二つ のア リル の うちの片側が、雄 親のア リルP1とP2の いずれかが1/2の確 率で選
ばれ る。 もう片側の ア リル は、雌親のア リル 鮒 と 翅 の どち らかが1!2の確率 で選 ばれ る。従 って 、
子供の遺伝子座0〃2α01は、P1〃1、P1脇 、P2㎜ 、P2細 の4種 類 のいずれ かの型 にな る。 この よ
うにして、1遺伝子座 のア リル型 がきま り、この操作 を、5マーカー座 全てで順次実行 し、子供 の遺伝
子型 を決定 した。
シ ミュレー トされた集 団が、現実のサ クラマスの遺伝様式 を反映 して い るか どうかを、第 二章で用
い た2家 系 をモデル として用 い検討 した。それぞれの交配区の親魚デ ー タか ら、上記 の コンピュータ
ー シ ミュ レーシ ョンに よって100個体 の子 を作 出 し、それぞれの交配 区の シ ミュレーシ ョンデ ー タセ
ッ トとした。 こ うして得 られ た仮想 交配 区 と実在交配 区の間 に異質性 が存在す るか を調 べ るた め、仮
想交配区 をtriallからtrial10まで10集 団作成 し、実在交配区 と併せ た計11集 団でFst分析 を行 い異質
性 を検定 した。その結果 、1対 の仮想集 団間で わずか な異質性 が観 察 された以外は、両集 団間に異質
性 は観察 されなかった。 この ことか ら、仮想集 団は実在集団 を反映 してい る と考 えられ た。
次 に、仮想 同胞集団のP8αの分布 を求 め、実在同胞集 団のP∫αの頻度 分布 と併せて表示 した ところ、










































仮想半同胞集 団のP5αの分布 を求 め、実在半 同胞集団のP∫αの頻度分布 と併せて表 示 した ところ、















以上の3集 団 において、仮想集団の頻度分布 と実在集団の頻度分布 をf検 定 によって調べた とこ
ろ、仮想集 団一実大集団間 に有意差 は認 められず 、仮想集 団のP∫αの分布 は現 実集団 のP5αの分布 とよ
く一致 している と考 え られ た。
親の遺伝 子型 のみが知 られてい る18集 団 をシ ミュレー トして仮想集 団を作成 し、AsslgnmentTest
を行った ところ、1集団を除いた17集 団では、95～100%と概 ね高い識別 率を示 した(表5-1-1)。1集団
におい ては、84%と他 の集 団 に比べ る と比較 的低 い値 に と どまったが 、誤判 別 され た個体 の うちの
87.5%は、 元の集 団の半同胞集 団 に割 り当て られ た。 この こ とか ら、親 のデー タの性質 に よって精度
は変わるが、家 系を概 ね識別 できる と考 え られた。
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図5-2-1世代 交代 シ ミュ レー シ ョンの流れ
多様性の評価 各世代 におけ る子供 の数は500個体作 出 し、30世代継 代 した。各世代 にお いて、子集
団 のア リル数(NA)、ヘ テ ロ接合 度の期待値(Hθ)を求めた。親魚 の数 に よる多様性 の変化 を調べ るため
に、親:魚数 を20個体(オス、 メス、10個体ずつ、以下の親魚 数 は、オス、 メス同数ずつの和 とす る)、
30個体、40個体 、50個体、60個体、70個体 、80個体、90個体、100個体、200個体において、ラン
ダム抽出、MK-Paセ抽 出、MK-Ave.抽出の親魚選択法 によって シ ミュ レー シ ョンを行 った ところ、ア
リル数は表5-2-1、、ヘテ ロ接合度 の期待値 は、表5-2-2の結果 を示 した。親魚数が50個 体 の時 は、
ランダム抽出の際はア リル数(NA)が99個か ら26.8個、入テ ロ接合摩の期待値(Hθ)は0.89から0.71に
減少 した。 これ に対 し、MK-Ave.抽出では、ア リル数(NA)は99個か ら47.4個への減少に とどま り、
ヘ テロ接合度の期待 値(地)は0.89を維持 した。MK-Pair抽出では、 ア リル数(NA)は99個か ら43.6個
へ の減少 に とどま り、ヘテ ロ接合度 の期待値(He)は0.89から0.88と殆 ど変 わ らず、多様性維持 に関 し
て効果 を示 した。MK・Ave、抽 出 とMK・Pair抽出の効果 を検討す るために、それぞれのア リル数(NA)お
よびヘテ ロ接合度の期待値(旋)とランダム抽 出にお ける値 との比 をとった ところ、図5。2-2の結果 を示
した。MK-Ave.抽出では、親魚数 が多 い ときは最 も高い効果 を示 したが、親魚数 が70～40の時点で効
果 が落 ち、親魚数が30で は ランダム抽 出 と同程度 の効果 にな り、20ではランダム抽 出の半分 の効果
にまで落 ち込ん だ。親魚数が少 な くな るにつれ効果が上が り、常にラ ンダム交配 よ り高い効果 を示 し
た。また、親魚数 が少 な くな るにつれ効果が上がったが、親魚 数が20に おいて は、若干 効果 が低下 し
た。 ア リル数(NA)は、親魚数 が少 な くなるにっれ効果が上が り続 けた。
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以上か ら、本節 において、MhlimalKinship選択 は、多様性維持 に効果 がある ことが示 され た。 しか
し、対象集 団の特性 や、親 魚の数 によって は逆効果 を引き起 こす危険性 も明 らか になった。今後 、

































親 魚 数 親 魚 数
図5-2-2MK選択 の2方 法(Ave.とPair)の多様 性 維 持 に 関す る 効 率










の種苗でも高い多様性を維持できるだろ う。 このことにより、育成のコス トが軽減でき、遺伝資源 ン
を保持することができるものと考えられる。現状では、遺伝解析によって親魚を選び出すには高いコ





































論 文 審 査 結 果 要 旨
サ ケ科サ ケ属 の一種 サ クラマス(Oncorhynchusmasoumasou)は,日本 の食:文化 の一 端 を担 う重 要
魚種 の一つ であるが,乱 獲や河 川環境 の悪化 によ り資源量 が著 しく低下 し,富 山県 では希少種 に指定
されてい る。本研究 は,本 種 の絶滅 リス クを査定 ・評価 し,集 団の遺伝 的管理手法 の開発 を 目指 した
ものである。
最初 に,集 団遺伝 学的分析 に必要 な高感 度マー カー で あるマイ クロサテ ライ トDNAマ ーカ ーの開
発 を試み,多数のプ ライマーセ ッ トを作製 し,多型性 を備 える5つ のプライマーセ ッ トの開発 に成功 し,
それ らのマー カー座 の特性 評価 を行 ってい る。次 に,日 本 におけ る天然サ クラマ スの遺伝 的集 団構造
の分析 を試み,漁 獲年級群 間に異質性 はない が,河 川 間では異質性 が存在す るこ とを解 明 してい る。
さ らに,種 苗放流 の リスクを管理す るた めには,在 来集 団におけ る放流個体 の識別 と追跡調査 手法の
開発 を 目的 と して,遺伝 マーカーを利用 したAssignmentTestを実施 し,個体の産地判定 を試みてい る。
集 団構造が アユ のよ うに明確 な場合 には,個 体判別 に基 づき,異 な る集 団 の混合状況 を推 定す る こと
が可能で あったが,サ クラマスの よ うに,集 団構造 が不明瞭 な魚種 で は,分 集団 の判別 率はや や低 く
な るこ とを明 らかに した。今後,マ ーカー数 を増やす な どして集 団間の分化程度 をよ り明確 に捉 え る
こ とを試み る必 要が有 る。また,遺 伝 的分化 の状態 に よっては,個 体判別 が困難 な場合 が想 定 され,
履歴 マーカーの併 用 も視 野に入 れ る必 要性 が示唆 され た。
多様性の低 下を防止手 法 として は,遠 縁 の個体 を選 び交配 を行 う,MinimalKinship法(MK法)が
有効 と考 え,継 代 シ ミュ レー シ ョンを30世代 にわた って行 い,遺 伝 的 多様性 レベル維 持 に関す る効
果 を評価 ・検討 し,本 シ ミュ レーシ ョン法 が遺伝的多様性 レベル維 持のた めの情報 を得 る上 で効果 的
で あるこ とを明 らかに した。 しか し,対 象集団 の特性や,親 魚 の数 に よっては逆効果 を引き起 こす危
険性 も示唆 され,今 後,種 苗生 産の現場 においてMinimalKinship選択交配 を実施 す る際には,継 代 シ
ミュレーシ ョンに基づ くリス ク予測 を実施 し,リ スク防止条件 を解 明 した後 に,種 苗生産 とその放流
を実施すべ きとす る管理 マニュアル を提案 した。
以上の よ うに,本 研究 は現存 のサ クラマス集団 の多様性 をDNAマ ーカー によって評価 し,こ れ ら
のデー ター を用い たシ ミュ レーシ ョンに よ り,野 生集 団の遺伝 的保 全に配慮 したサ クラマス放流事業
のあ り方について価値 ある提言 を行 ってい る。 よって,審 査委員一 同は本 論文の著者 を博士(農 学)
の学位 を授 与す るに値す るもの と判定 した。
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